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NFC Nanofibrilna celuloza 
 
Raztopina 20 Bazična raztopina pripravljena v masnem razmerju 20/60 NaOH in 
destilirane vode   
 
Raztopina 30 Bazična raztopina pripravljena v masnem razmerju 30/50 NaOH in 
destilirane vode 
 
NFC 20 (1%)… Hidrogel pripravljen z raztopino 20  in   dodanim 1% tanina glede na 
skupno maso NFC
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Celuloza je uporabljena kot surovina v mnogih industrijskih procesih, na primer pri 
proizvodnji papirja, sintetičnih tekstilnih vlaken, kot tudi ključna sestavina v premazih, 
optičnih filmih, farmaciji, kozmetiki, kot dodatek v gradbenih materialih itd. (Rebouillat & 
Pla, 2013). Z razvojem metod in tehnik za izdelavo nanofibrilirane celuloze (NFC), je bil 
narejen velik napredek na področju novih materialov in kompozitov na osnovi celuloze 
(Dufresne, 2012; Abdul Khalil et al., 2014). NFC sestavljajo dolga in prožna celulozne 
mikrofibrile in makrofibrile, ki imajo premer 20-40 nm in merijo nekaj mikrometrov v 
dolžino. (Rebouillat & Pla, 2013). 
Nanoceluloza je strateški material, ki išče svojo uporabo v različnih industrijskih panogah. 
Že nekaj časa potekajo raziskave tudi v smeri uporabe nanoceluloze za biomedicinske 
aplikacije. Razlog za primernost uporabe NFC v biomedicinskih aplikacijah je v njeni 
odlični viskoelastičnosti in sposobnosti, da tvori stabilen gel, ki vsebuje do 99% vode (Žepič 
in sod., poslano v objavo). Hidrogeli so tridimenzionalne hidrofilne polimerne mreže z 
visoko vsebnostjo vode (Sannino, Demitri & Madaghiele, 2009). Abe in Yano (2011, 2012) 
ter Abe, Ifuku, Kawata in Yano (2013) poročajo o pripravi hidrogelov iz celuloznih 
nanofibril z navadno alkalno obdelavo.  Proučili so fizikalne, strukturne in mehanske 
lastnosti hidrogelov iz NFC. Ugotovili so, da se suspenzija NFC lahko enostavno preoblikuje 
s procesom mercerizacije v stabilne hidrogele (Abe in Yano 2011, 2012; Abe in sod. 2013). 
Ko natrijev hidroksid preseže 12 % maksimalno koncentracijo, se kristalna oblika 
hidrogelov spremeni iz celuloze I v celulozo II. S pričujočim raziskovalnim projektom bomo 
proučili vpliv dodatka ekstraktivov na tvorbo hidrogelov.  
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1.1 CILJI DIPLOMSKE NALOGE 
V diplomski nalogi bomo preverili vpliv koncentracije raztopine natrijevega hidroksida 
(NaOH) na tvorbo hidrogelov iz nanofibrilirane celuloze (NFC). Zaradi morfologije 
nanofibrilirane celuloze, ki je v obliki vlaken, pričakujemo dobro stabilnost pripravljenih 
hidrogelov. Z dodatkom ekstraktivov, ki imajo antibakterijsko delovanje, pričakujemo, da 
se bodo aktivne substance fizično ujele med nanofibrile, nastali hidrogeli pa bodo izkazovali 
antibakterijsko delovanje. 
Cilji naloge so: 
- proučiti vpliv dodatka NaOH k nanofibrilirani celulozi 
- raziskati vpliv dodatka NaOH na stabilnost hidrogela 
- določiti optimalno količino dodanega NaOH za doseganje najbolj obstojnih hidrogelov 
- določiti vpliv ekstraktivov na tvorbo in lastnosti hidrogelov 
- določiti optimalno količino dodanih ekstraktivov k hidrogelom 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
- Predvidevamo, da bodo rezultati testov pokazali, da višja koncentracija NaOH vodi do 
stabilnejših hidrogelov NFC 
- Predvidevamo, da bodo rezultati testov pokazali, da z dodatkom ekstraktivov NFC 
hidrogeli izkazujejo antibakterijsko delovanje. 
- Predvidevamo, da bo iz pridobljenih rezultatov mogoče določiti optimalno količino 
potrebnega NaOH kot tudi ekstrakta za doseganje antibakterijskih lastnosti stabilnega NFC 
hidrogela. 
 
1.3 METODE DELA 
Pripravili bomo hidrogele na osnovi nanofibrilirane celuloze (NFC) z različnimi 
koncentracijami natrijevega hidroksida (NaOH). Spremljali bomo vpliv NaOH na strukturne 
lastnosti hidrogelov. Nadalje, bomo  hidrogelom dodali ekstraktive, pridobljene iz lesne 
biomase, ki izkazujejo antibakterijsko aktivnost. Spremljali bomo vpliv ekstraktivov na 
antibakterijske lastnosti hidrogelov in sproščanje teh spojin iz hidrogelov. Spremljali bomo 
poroznost, vsebnost vode in gostoto hidrogelov.  
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2 PREGLED OBJAV 
 
 
2.1 LES KOT DRAGOCEN VIR NAJRAZLIČNEJŠIH SPOJIN 
 
Les je naraven material, ki bi ga lahko opredelili kot naraven kompozit celuloze, lignina in 
hemiceluloz. Ko odsluži svojemu namenu, razpade na osnovne elemente in se vrne ponovno 
v naravni cikel. Ker je bil prisoten skoraj po celotni obli zemlje, so ga na tisoče let nazaj 
primitivni ljudje uporabljali za gorivo, orodje in gradbeni material. Kasneje je bil pomemben 
tudi zaradi svojih kemičnih lastnost, na primer pri proizvodnji oglja, katrana, smole in pepela 
(Fengel in Wegener, 1984).  
 
Les uporabljamo že na tisoče let. Zato ni le material, ki se je v preteklosti pogosto uporablja. 
Velja tudi za sodoben material, ki je zelo uporaben v pohištveni in gradbeni industriji. Na 
omenjenih področjih so uporabni  lesni kompoziti in plošče iz dezintegriranega lesa kot na 
primer vezane, iverne in vlaknene plošče. Navsezadnje, pa les predstavlja surovino v 
proizvodnji papirja, celuloznih vlaken, aditivov, in številnih drugih produktov (Fengel in 
Wegener, 1984).  
 
Vizualno je med lesovi različnih drevesnih vrst moč opaziti veliko razlik, na primer ali gre 
za les iglavcev ali listavcev, debelno tkiva je možno ločiti na jedrovino, beljavo, 
makroskopsko so opazne tudi razlike v prirastnih obročih, postavitev por na prečnem prerezu 
lesa itd. Vsi ti  pojavi in razlike med njimi so rezultat  razvoja in rasti lesnega tkiva, kateri 
se prilagodi naravnim razmeram v katerih drevo raste (Fengel in Wegener, 1984). 
 
Osnovne strukturne komponente, ki gradijo celično steno so celuloza, hemiceluloza in 
lignin. Te tri komponente se nahajajo v celičnih stenah vseh lesnih vrst. Delež in kemična 
sestava lignina in hemiceluloze v lesu se med listavci in iglavci razlikuje, medtem ko je delež 
celuloza med lesnimi vrstami dokaj enoten. Celuloza je glavna strukturna komponenta lesa. 
Predstavlja skoraj polovico zgradbe lesa listavcev in iglavcev. Zaradi njenih kemijskih in 
fizikalnih lastnosti lahko opravlja funkcijo glavne strukturne komponente olesenele celične 
stene.  Hemiceluloze so zelo podobne celulozi. Nahajajo se prav tako v celični steni, vendar 
so njihove verige bistveno krajše. Lignin je prisoten v lesu iglavcev in listavcev, vendar se 
njihove kemijske strukture med seboj razlikujejo. Iz morfološkega vidika je lignin sestavina, 
ki se nahaja v srednji lameli in sekundarni steni. Med razvojem celic se lignin  vključi zadnji 
v celično steno katero otrdi (Fengel in Wegener, 1984). 
 
Poleg strukturnih komponent celične stene poznamo še številne druge spojine, nestrukturne 
komponente lesa, ki jim mnogokrat enostavno pravimo kar ekstraktivi. Čeprav ti prispevajo 
samo 5% mase lesa, imajo velik vpliv na lastnosti in obdelovalne lastnosti lesa. Te 
nizkomolekularne substance pripadajo različnim skupinam kemijskih komponent, v grobem 
jih delimo na terpene in terpenoide, maščobe in voske ter fenolne spojine.  Kot je razvidno 
iz Slike 1, jih lahko delimo na organsko in anorgansko snov. Lahko jih ločimo tudi glede na 
topnost med lipofilne in hidrofilne. Organski snovi pravimo ekstraktivi, anorganski pa pepel 
(Fengel in Wegener, 1984). 
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Celulozo najdemo v vseh rastlinah, od visoko razvitih dreves do primitivnih organizmov kot 
na primer vodne trave, bičkarji in bakterije. Procent celuloze, ki jo rastlina vsebuje je odvisna 
od njenega izvora. Visok procent celuloze najdemo v vlaknastih plodovih (bombaž, kapok) 
in semenih (lan, konoplja). Izolacija celuloze iz rastline je odvisna od snovi, ki se skupaj z 
njo nahajajo v celični steni. V lesu, je polega celuloze prisoten še lignin, hemiceluloze in 
razni ekstraktivi. Za separacijo le teh, je potrebna intenzivna kemična obdelava. Pridobljena 
celuloza še vedno vsebuje nekaj nečistoč. Da bi pridobili 100% alfa-celulozo, je potrebna 
nadaljnja kemična obdelava kot na primer raztapljanje, delna hidroliza in obarjanje.  
(Kulkarni in sod., 2011)  
 
Celuloza sestoji iz anhidroglukopiranoznih enot katere so med seboj povezane z β-(14) 
glikozidnimi vezmi in tvorijo molekularno verigo. Sama beseda nam pove, da se pri tvorbi 
vezi med glukoznimi enotami (-gluko-), ki imajo piranozno obliko, izloči ena molekula vode 
(anhidro-). Dve združeni anhidroglukopiranozni enoti tvorita eno celobiozno enoto kot je 





Slika 2: Formula celuloze (Fengel in Wegener, 1983) 
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Celulozne molekule se urejajo v različne kristalne strukture, rešetke. Celulozno rešetko I 
tvorijo celulozne verige, ki so med seboj povezane preko funkcionalnih skupin (hidroksilne 
skupine). Te hidroksilne skupine niso le odgovorne za tvorbo daljših celuloznih verig, 
vendar tudi za obnašanje celuloze med kemično ali fizikalno obdelavo. Kemična obdelava 
povzroči spremembe v celulozni rešetki, ki so prikazane na Sliki 3. Celuloza je polimorfen 
material, kar pomeni da ima sposobnost v trdem stanju tvoriti dve ali več kristalnih oblik, ki 
imajo različno ureditev in/ali komformacijo molekul v kristalni rešetki. Najbolj pomembne 
oblike polimorfov so celuloza I in celuloza II. Če je celuloza I obdelana z alkalno raztopino, 
celuloza nabrekne in se pretvori v celulozo II. Nabrek je odvisen od tipa in koncentracije 
alkalne raztopine, ter tudi temperature. S tem postopkom lahko dosežemo tudi popolno de-
kristalizacijo celuloze. Popolno transformacijo celuloze I v celulozo II pa je moč doseči le z 




Slika 3: Postopek kemijske pretvorbe celuloze I v celulozo II, III, IV (Kulkarni in sod. 2011)  
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Nanoceluloza je naraven in obstojen material pridobljen iz najbolj razširjenega obnovljivega 
polimera na zemlji (De France in sod., 2017). Zaradi njenih lastnosti, je predmet različnih 
raziskav na področju medicine, prehrane, kozmetike, papirništva  in kompozitov. V skladu 
s poročilom Evropske komisije (2011), so nano materiali definirani kot naravni, naključni 
ali namensko proizvedeni materiali, ki vsebujejo vsaj 50 odstotkov delcev, pri katerih je vsaj 
ena dimenzija v območju 1 in 100 nm. (Kangas, 2014) 
 
2.2.2 Vrste nanoceluloze 
 
V letu 2011 je TAPPI izdal načrt internacionalnega standarda za izdelavo nanoceluloze, kjer 
je razdeljena na tri skupine: nanokristalinična celuloza (NCC), nanofibrilirana celuloza 
(NFC) in bakterijsko nanocelulozo (BNC) (Börjesson in Westman, 2015). 
 
 
2.2.2.1  Nanokristalinična celuloza 
 
Celulozne nanokristale pridobivamo s kislinsko hidrolizo lesnih vlaken. V zgodnji fazi 
hidrolize, kislina difundira v amorfne dele celuloznih vlaken in hidrolizira glikozidne vezi 
(Börjesson in Westman, 2015). Kot rezultat bolj dostopnih vezi, se mikrofibrile cepijo v 
prečni smeri. Temu postopku običajno sledi še mehanska obdelava, katera posamezne fibrile 
loči med seboj. Produkt postopka so palične strukture celuloznih kristalov širine od 2 nm do 
20 nm in dolžine od 100 nm do 600 nm. Zaradi načina proizvodnje, nanokristalinična 
celuloza vsebuje manj amorfnih delov, zaradi tega je kristaliničnost končnega produkta 
visoka. Nanokristalinična celuloza, kljub sodobni tehnologiji, predstavlja velik izziv z vidika 
proizvodnje. Pri izolaciji celuloznih nanokristalov je potrebno odstraniti in očistiti procesno 
vodo, to pa predstavlja energetsko zahteven postopek. Poleg tega je izkoristek večine 
procesov dokaj nizek in znaša od 20 do50 odstotkov vhodne surovine (Kangas, 2014). 
 
 
2.2.2.2  Nanofibrilirana celuloza (NFC) 
 
Za razliko od nanokristalinične celuloze, se NFC pridobiva na mehanski način, ki ohrani ne-
kristalinične dele v mikrofibrilah. Mikrofibrile so dolge, nitaste strukture, ki so medsebojno 
povezane z vodikovimi vezmi preko velikega števila hidroksilnih skupin v celuloznem 
polimeru. Z mehansko obdelavo, vezi med celuloznimi molekulami popustijo (Börjesson in 
Westman, 2015). Med postopkom fibrilacije, se fibrile, ki tvorijo celično steno ločijo med 
seboj. Kot rezultat nastane viskozen gel, ki vsebuje nanofibrile s premerom od 20 nm do 40 
nm in meri nekaj mikrometrov v dolžino. Velika večina novonastalega materiala vsebuje 
heterogeno mešanico mikrofibriliranih vlaken z različno stopnjo fibrilacije. Vsebuje tudi 
povsem nefibrilirana vlakna. Zaradi prostih hidroksilnih skupin na površini fibril, imajo 
vlakna tendenco po tvorbi večjih skupkov fibril. Še posebej se to dogaja med postopkom 
sušenja celuloznih nanofibril (Kangas, 2014).  
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NFC se lahko pridobiva iz različnih celuloznih virov. Eden izmed njih je lesna kaša, ki se 
homogenizira pod visokim pritiskom.  Postopek delaminacije fibril poteka v 
homogenizatorju. Kemična obdelava je zaželena pred mehansko obdelavo, saj je iz lesa 
potrebno izločiti čim več lignina, hemiceluloz in pektina. Pri predhodni obdelavi celuloznih 
vlaken, za pridobitev nanofibrilne suspenzije s homogenizacijo, se uporabljata dva postopka: 
rafiner in drobljenje s predhodnim zamrzovanjem (cryochrusching) (Börjesson in Westman, 
2015). 
 
V rafinerju je celulozna suspenzija ( od 1 % do 2 %, wt)  izpostavljena  cikličnemu stresu, 
ki spremeni morfologijo in velikost vlaken. Proces sproži cepitev zunanje celične stene (P 
in S1 sloj), tako kot je prikazano na sliki 2. Izpostavi se S2 sloj, ki vsebuje največjo vsebnost 
celuloze. Prečiščevanje sproži tudi notranje fibrilacije, ki oslabi stene vlaken, kar je primerno 






Slika 4: Nivoji celulozne strukture, (i) molekularna struktura celuloznega polimera, (ii) umerjenost polimerov 
v mikrofibrilah, (iii) več združenih mikrofibril, ki tvorijo makrofibrile, (iv) različni nivoji celične stene 
(Börjesson in Westman, 2015) 
 
 
Drugi način za  ločitev celuloznih vlaken je drobljenje z zamrzovanjem (''cryochrusching''). 
Gre za mehansko drobljenje lesne kaše, ki je bila predhodno zamrznjena s tekočim dušikom. 
Novonastali material sestavljajo majhni ledeni kristali, ki so bili ustvarjeni znotraj celične 
stene. Ti so kasneje razredčeni v vodi pred njihovo homogenizacijo (Börjesson in Westman, 
2015).  
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Po pridobitvi celuloznih vlaken sledi fibrilacija do nanofibril, ki poteka v homogenizatorju. 
V njem je prečiščena in raztopljena suspenzija celuloznih vlaken izpostavljena visokemu 
pritisku. Vodna suspenzija izstopa iz homogenizatorja skozi ventil, ki se zelo hitro odpira in 
zapira. Zaradi velikega padca tlaka se vlakna v vodni suspenziji razcepijo. Število ponovitev 
postopka je odvisno od tipa vhodne surovine za pridobitev želenih nanofibril. Ta proces 
zahteva veliko energije, zato se v praksi pogosto za predpripravo delaminacijskega procesa 




2.3 CELULOZNI HIDROGELI 
 
Celulozne hidrogele sestavljajo celulozna vlakna, ki so med seboj prepletena in tvorijo 
trodimenzionalno mrežo. Hidrofilna celulozna vlakna so zmožna nabrekniti in absorbirati 
vodo, ne da bi pri tem razpadla. Zaradi tega je možno doseči preplet celuloznih 
makromolekul na kemičen ali fizikalen način. 
 
Celulozna mreža je rezultat nabreka prečnih vezi med molekulami v vodni raztopini. Nastalo 
želatinasto strukturo imenujemo hidrogel. Količina vode, ki jo hidrogel vsebuje je odvisna 
od strukture celulozne mreže, vrste celuloze in okoljskih dejavnikov, kot sta na primer 
temperature in pH vrednost.  
 
Pri nastalem hidrogelu je volumen najbolj pomembna spremenljivka. Ta neposredno vpliva 




2.3.1 NFC hidrogel 
 
Hidrogeli pridobljeni iz nanofibrilne celuloze vsebujejo od 0.05 % do 6 % (wt%) suhe snovi. 
Tvorijo se lahko na fizikalen (reverzibilen) ali kemičen (ireverzibilen) način (De France in 
sod., 2017). 
 
Za tvorbo tridimenzionalne mreže NFC hidrogela se uporablja več načinov oz. metod 
priprave. Eden izmed njih je priprava termo-reverzibilnih gelov. Običajno so pridobljeni iz 
vodne raztopine metil-celuloze (MC) ali hidroksipropil metil celuloze (HMPC). Pri nizkih 
temperaturah, so celulozne verige prepojene z vodo, kar jim omogoča, da se med seboj 
prepletejo. Pri povišani temperaturi, makromolekule izgubljajo vsebnost vode dokler ne 
pride do združevanja verig in s tem posledično do tvorbe hidrogela. Podoben pojav se zgodi 
pri dodajanju soli polimerni raztopini NFC. Pri prisotnosti večje količine vode, se polimerne 
verige med seboj prepletejo. Ker sol povečuje stopnjo dehidracije makromolekul, voda 
izstopi iz polimerne mreže, ki ostane prepletena in tvori hidrogel. Fizikalno zamreževanje 
hidrogelov je reverzibilno in lahko razpadejo v nenadzorovanih pogojih. Kar pa ne pomeni, 
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V nasprotju s fizikalnim postopkom priprave hidrogela, lahko s kemičnim načinom 
povezovanja celuloznih verig pridobimo nereverzibilne, bolj trdne in stabilne hidrogele. Na 
primer z dodajanjem bazne raztopine NaOH dosežemo ireverzibilno pretvorbo celuloze I v 
celulozo II. Za pridobitev stabilnega hidrogela je pomembna stopnja medsebojno 
vzpostavljenih vezi, ki je definirana kot število zamreženih mest na enoto volumna. Ta 
neposredno vpliva na difuzne, mehanske in degradacijske lastnosti, ki jih je možno do neke 
mere nadzorovati pri sintezi (Sannino in sod., 2009). 
Pri razvoju celuloznih hidrogelov se lahko uporabljajo različni zamreževalci ali katalizatorji. 
Najpogosteje se uporabljajo aldehidi, reagentie, ki bazirajo na aldehidu, derivati ureae in 
multifunkcionalne karboksilne kisline raztopljene v vodi. Nekateri reagenti, kot na primer 
aldehidi, so zelo strupeni, zato  se teži k pripravi biokompatibilnih hidrogelov, kot tudi okolju 





Rastline vsebujejo veliko število sekundarnih metabolitov kot so na primer alkaloidi, 
terpenoidi in fenolne spojine. Te skupine spojin niso neposredno povezane s celično rastjo 
in razvojem rastline. Med sekundarnimi metaboliti po kemijski reaktivnosti in bioloških 
aktivnostih izstopajo predvsem tanini, ki ščitijo rastline pred boleznimi in možnimi 
okužbami, do katerih lahko pride pri poškodbah rastline.  (Hagerman 2002) 
 
Tanini so spojine grenkega okusa, ki se vežejo na proteine in aminokisline in jih s tem 
obarjajo. Najdemo jih v vseh rastlinah, največ jih je v golosemenkah in kritosemenkah 
(Kurhekar, 2016). Tanini se nahajajo v listih, koreninah in predvsem v skorji. Vsi rastlinski 
tanini so fenolne spojine. V tkivih dreves se pojavljajo  kot prosti fenoli ali kot kompleksni 
flavonoidni sistemi. Tanine delimo na hidrolizirane tanine in kondenzirane tanine. V lesu 
pogosteje najdemo kondenzirane tanine (Fengel in Wegener, 1983). 
 
V preteklosti so tanini veljali za neužitne. Današnje študije pa kažejo, da so njihove koristne 
oz. nekoristne lastnosti odvisne od kemijske strukture taninov in odmerka. Znano je, da 
tanini zaradi svoje strukture delujejo fungicidno, poleg tega pa izkazujejo tudi 
antibakterijsko delovanje. V koliko je količina zaužitega taninov prevelika, lahko ti 
inhibirajo adsorbcijo mineralov, na primer železa in kalcija. (Kurhekar, 2016)  
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Vodna suspenzija nanofibrilirane celuloze (NFC), ki smo jo pridobili iz Centra za 
biokompozite in biomateriale iz Kanade, se pridobiva z mehansko obdelavo lesa iglavcev. 
Nanofibrile v suspenziji so merile od 20 nm do 60 nm v premeru in nekaj µm v dolžino. 
Suha snov suspenzije je znašala 1,31 % (wt%). Vsebuje 91 % čiste celuloze, 0,3% lignina in 
≈ 8,7 % hemiceluloznih komponent. Natrijev hidroksid (NaOH) in  ocetno kislino 
(CH3COOH, ≥ 99,8%) smo kupili pri zastopniku proizvajalca Sigma Aldrich. Kot 
antibakterijski dodatek NFC hidrogelom smo uporabili tanin, pridobljen iz kostanja, ki nam 
ga prijazno priskrbeli iz tovarne Tanin d.d Sevnica. Destilirana voda je bila uporabljena za 
pripravo ocetne in alkalne raztopine. Uporabljena bakterija za antibakterijski preizkus je bila 
Staphylococcus aureus (S. aureus). Za razvoj bakterije smo uporabili navadni bujon kot 






3.2.1 Priprava hidrogelov 
 
Hidrogele smo pripravili po proceduri, ki jo navajata Abe in Yano (2011), pri čemer smo 
uporabili alkalno raztopino v štirih različnih koncentracijah. Razmerje med NaOH in 
destilirano vodo je bilo 10/70 (10 g NaOH, 70 g H2O; označena z raztopina 10), 15/65 (15 g 
NaOH, 70 g H2O; označena z raztopina 15), 20/60 (20 g NaOH, 60 g H2O; označena z 
raztopina 20) in 30/50 (30 g NaOH, 50 g H2O; označena z raztopina 30), w/w. Skupna masa 
NFC in tanina je bila vedno 20 g. Končna skupna masa nanofibrilirane celuloze in raztopine 
NaOH je bila 100 g. Pripravili smo štiri hidrogele, vsakega z drugo koncentracijo raztopine 
NaOH. Potrebno je bilo ugotoviti ustrezno koncentracijo NaOH, ki bo tvorila obstojen 
hidrogel.  
 
Zatehtali smo mase vzorcev NFC in tanina, kot je zapisano v Preglednici 1. Za vsak vzorec 
smo naredili tri ponovitve. Tako je bilo skupno pripravljenih 36 čaš nanofibrilirane celuloze. 
6 čas ni vsebovalo tanina. Ostalih 30 je vsebovalo od 1 % do 10 % tanina. 
 
Preglednica 1: Masa NFC in tanina za en vzorec 
 
% tanina v NFC 
0% 1% 3% 5% 7% 10% 
NFC v 20/60 raztopini NaOH 20 g NFC 
19,8 g NFC 
+  0,2 g 
tanina 
 19,4g 
NFC + 0,6 
g tanina 
19 g NFC 
+ 1 g 
tanina 
18,6 g 
NFC +  
1,4 g 
tanina 
18 g NFC 
+  2 g 
tanina 
NFC v 30/50 raztopini NaOH 20 g NFC 
19,8 g NFC 
+  0,2 g 
tanina 
 19,4g 
NFC + 0,6 
g tanina 
19 g NFC 
+ 1 g 
tanina 
18,6 g 
NFC +  
1,4 g 
tanina 
18 g NFC 
+  2 g 
tanina 
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Obstojen hidrogel tvorita 20 % in 30 % vodna raztopina NaOH. Koncentracija dodanega 
NaOH je bila 20 % oz. 30 % glede na skupno maso končnega pripravka (npr. 20 g NaOH, 
60 g H2O, 20 g NFC). Omenjeni koncentraciji smo uporabili za pripravo nadaljnjih vzorcev. 
 
Raztopini NaOH smo pripravili v 2 L čašah. Raztopina NaOH 20% je bila pripravljena v 
masnem razmerju 20/60 iz NaOH in destilirane vode (w/w). Raztopina 30 % je bila 
pripravljena v masnem razmerju 30/50 iz NaOH in destilirane vode (w/w). Kot prikazuje 
Preglednica 2, za pripravo raztopine NaOH 20 % smo zatehtali 300 g NaOH pelet in 900 g 
destilirane vode. Za pripravo raztopine NaOH 30 % smo zatehtali 450 g NaOH pelet in 750 
g destilirane vode. Pri raztapljanju NaOH v vodi je potrebna previdnost, saj je raztapljanje 
NaOH v vodi eksotermna reakcija, pri čemer se sprošča velika količina toplote.  
 
 
Preglednica 2: Izračun potrebne količine NaOH raztopine za 36 hidrogelov 
 
NaOH raztopina 
 m (raztopina 20) = 300g (NaOH) + 900 g (dest. H2O) 
m (raztopina 30) = 450g (NaOH) + 750g (dest. H2O) 
 
 
Vodni raztopini NaOH smo pazljivo vlili v 150 mL čaše, v vsako čašo smo nalili 80 g 
raztopine NaOH. Vsaka čaša je že vsebovala po 20 g NFC (1,31%) z različnim procentom 
dodanega tanina. Čaše smo pokrili z aluminijasto folijo, s čimer smo preprečili izhlapevanje 
vode, nato pa smo jih postavili v grelno komoro na 50 ºC za 15 ur. V procesu polimorfne 
transformcaije se celuloza I spremeni v celulozo II.  
 
Za nevtralizacijo vzorcev smo skupno pripravili 1000 g 4 % vodne raztopine ocetne kisline 
(w/w). V 1500 mL čašo smo zatehtali 960 g destilirane vode in 40 g ≥ 99,8 % čiste ocetne 
kisline. V njej smo vzorce nevtralizirali 7,5 ure in nato 15 min izpirali z destilirano vodo. Po 
tri vzorce smo shranili v vodotesne vrečke, le te pa smo označili z NFC 20,  NFC 20 (1%), 
NFC 20 (3%), NFC 20 (5%), NFC 20 (7%), NFC 20 (10%), NFC 30, NFC 30 (1%), NFC 
30 (3%), NFC 30 (5%), NFC 30 (7%) in NFC 30 (10%).  
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3.2.2 Karakterizacija NFC hidrogelov 
 
Vsebnost vode alkalno obdelanih NFC hidrogelov, smo določili z gravimetrično analizo z 
uporabo sledeče enačbe: 
 
𝑈(%) = [ 
𝑚𝑤−𝑚𝑑
𝑚𝑤
] × 100,               (…1) 
 
kjer so: U – vsebnost vode, %, 
  mw – masa mokrega vzorce, g, 
  md – masa absolutno suhega vzorca. 
 
 
Pred sušenjem so bile izmerjene vse mase (mw) mokrih vzorcev. 
 
Vzorce smo posušili z zamrzovanjem, po postopku imenovanem liofilizacija. Gre za 
odstranitev vode iz bioloških in organskih snovi, katere bi s segrevanjem poškodovali. Pri 
liofilizaciji pride do sublimacije vode iz trdne v plinsko fazo. Uporabljen je bil po en vzorec 
vsake skupine vzorcev, ki so predstavljene v Preglednici 1. S tekočim dušikom smo zmrznili 
hidrogele. V napravi Telstar LyoQuest CC1930 je bil nastavljen tlak na 0,040 mbar in 
temperatura na -82 °C. Po 24 h urah sušenja z zamrzovanjem je voda iz vzorcev sublimirala 
in vzorci so bili posušeni. Po sušenju smo zatehtalili mase (md) posušenih vzorcev in 
izračunali vsebnost vode v hidrogelih. 
 




 ) hidrogelov smo izračunali po enačbi:  
 







,               (…2) 
 




Wd – vsebnost suhe snovi NFC vzorca, %,  
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Vrednost 997.77 kg/m3, smo uporabili za ⍴ vode pri sobni temperaturi (22°C). 
Vrednost 1500 kg/m3 pa je bila uporabljena za gostoto celuloze, povzeta po raziskavi  
Sehaquija in sod. (2010). 
Poroznost hidrogelov smo izračunali po enačbi: 
𝑃 = [1 − (
⍴
⍴ 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑜𝑧𝑒
)] × 100,                          (…3) 
 
 
kjer so: P – poroznost vzorca, %, 









3.2.3 Antibakterijske lastnosti kostanjevega tanina v hidrogelu 
 
Test antimikrobne učinkovitosti na razvoj bakterije Staphylococcus aureus (S. aureus)  je bil 
opravljen v Nacionalnem laboratoriju za zdravje, okolje in hrano (NZLOH) v Ljubljani. 
 
Hranilno gojišče, katerega smo kasneje inokulirali z bakterijo S. aureus, smo pripravili v 
sterilnih petrijevkah. Testirani hidrogeli so bili velikosti od 36 mm do 41 mm v premeru  in 
debeline od 5 mm do 6 mm. Hidrogele smo s sterilno pinceto položili na hranilno gojišče. 
 
Po dvakratni precepiti in inkubaciji seva bakterije S. aureus, smo svež sev precepili iz 
poševnega agarja v malo količino gojišča navadni bujon (NB). To majhno količino gojišča 
smo nato dobro homogenizirali in razredčili s celotnim gojiščem, s  čimer smo dosegli želeno 
koncentracijo, t.j. 6 × 105 CFU/ml (6 × 105 število kolonij na mL).Hidrogele v petrijevkah 
smo prelili s tako pripravljenim gojiščem in popolnoma prekrili, tako, kot je prikazano na 




Slika 5: Priprava vzorca za testiranje antibakterijskih lastnosti  
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
 
4.1 PRIPRAVA IN KARAKTERIZACIJA NFC HIDROGELOV 
 
Z dodajanjem različnih koncentracij NaOH k suspenziji NFC, se je kristalna rešetka  celuloze 
I postopoma pretvorila v celulozo II. Tako je bilo mogoče ustvariti različne vzorce z 
različnim deležem pretvorbe celuloze I v celulozo II. V primeru nizke koncentracije alkalne 
raztopine (raztopina 10, raztopina 15), so bili nastali hidrogeli mehki in krhki. Vzorci, ki 
smo jih obdelali z 20 % in 30 % raztopino NaOH so bili kompaktni in stabilni. Glede na 
literaturne podatke (Abe in sod., 2011) je pri obdelavi z 20 % in 30 % raztopino NaOH 
polimorfna transformacija 100 %. Zato smo ti dve raztopini uporabili v nadaljnji pripravi in 
analizi hidrogelov z dodatkom tanina. Vzorci, ki so vsebovali tanin so izkazovali nižjo 
kompaktnost in stabilnost.  
 
 
Iz zbranih podatkov merjenj so bile izračunane vrednosti za vsebnost vode (U, %), vsebnost 
suhe snovi (Wd, %), gostoto (ρ,  kg/m3 ) in poroznost (P,%) NFC hidrogelov. Izračunane 
vrednosti so zapisane v Tabeli 3. Potrebno je upoštevati, da so bile dodane tudi različne 
koncentracije tanina k vsakemu vzorcu, kar vpliva na vse omenjene lastnosti hidrogela.  
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NFC 20 4,9 4,7 36,1 95,1 49,5 96,7 
NFC 20 
(1%) 
6,5 6,2 40,5 93,5 65,8 95,6 
NFC 20 
(3%) 
7,4 5,9 39,4 92,6 75,7 95,0 
NFC 20 
(5%)  
7,9 5,6 39,5 92,1 81,1 94,6 
NFC 20 
(7%) 
8,8 5,7 39,3 91,2 90,4 94,0 
NFC 20 
(10%) 
9,8 5,7 41 90,2 100,8 93,3 
NFC 30 5,4 4,7 37,6 94,2 55,2 96,3 
NFC 30 
(1%) 
7,2 5,2 40,5 92,8 73,6 95,1 
NFC 30 
(3%) 
7,7 5,2 39,1 92,3 79,3 94,7 
NFC 30 
(5%) 
9,1 5 39,5 90,9 93,3 93,8 
NFC 30 
(7%) 
10,1 5,1 39,5 89,9 104,6 93,0 
NFC 30 
(10%) 
11,7 5,2 41,1 88,3 121,6 91,9 
 
Iz izračunanih vrednosti, so bili izdelani grafikoni za posamično obravnavano lastnost 
hidrogela.  
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4.1.1 Vsebnost suhe snovi v hidrogelih 
 
Slika 6 prikazuje vsebnost suhe snovi (Wd) za vsak hidrogel. NFC 20, z najnižjo vrednostjo, 
vsebuje 4,9 % suhe snovi, NFC 30 pa 5,4 % suhe snovi. Hidrogela NFC 20 in NFC 30 nista 
vsebovala tanina. Zaradi tega imata najnižjo vsebnost suhe snovi (Wd). Med njima je moč 
opaziti kako z dodajanjem večje koncentracije NaOH zvišujemo vsebnost suhe snovi. Pri 
hidrogelu NFC 30 je bilo zaradi višje koncentracije NaOH, iz njega izločena večja količina 
vode kot pri hidrogelu NFC 20.. Zaradi večje količine dodanega NaOH je vsebnost suhe 





Slika 6: Vsebnost suhe snovi v NFC hidrogelih v odvisnosti od količine dodanega tanina.   Hidrogeli so bili 
narejeni s 20 % in 30 % vodno raztopino natrijevega hidroksida (w/w).   
 
Spreminjanje vsebnosti suhe snovi v hidrogelih v odvisnosti od dodane količine  tanina in 





Slika 7: Vsebnost suhe snovi v NFC hidrogelih v odvisnosti od koncentracije vodne raztopine    natrijevega 
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Stolpci enakih barv (Slika 7) predstavljajo primerjavo NFC hidrogelov z enako 
koncentracijo dodanega tanina, pri čemer so bili ti hidrogeli obdelani z raztopino 20 in 
raztopino 30. Iz trendne premice je razvidno, da se z večanjem količine dodanega  tanina  
premo sorazmerno povečuje tudi vsebnost suhe snovi (Wd). 
 
4.1.2 Gostote hidrogelov 
 
Kot je omenjeno zgoraj, vsebnost suhe snovi (Wd) narašča z višjo koncentracijo tanina in 
vsebnostjo NaOH v alkalni raztopini. Prav tako se povečuje tudi gostota (ρ) hidrogela, kot 
je prikazano na Sliki 8. Predvsem zaradi razlike v gostoti tanina, saj je gostota tanina večja 
kakor gostota celuloze. Pri hidrogelu NFC 20 in NFC 20 (1%) je moč opaziti, kako tanin 




Slika 8: Gostota  NFC hidrogelov v odvisnosti od količine dodanega tanina.   Hidrogeli so bili narejeni s 20 
% in 30 % vodno raztopino natrijevega hidroksida (w/w). 
 
Slika 9 prikazuje gostoto NFC hidrogelov v odvisnosti od količine dodanega tanina, 
povečevanje koncentracije tanina in koncentracije uporabljene vodne raztopine NaOH . 
Vpliv koncentracije raztopine NaOH na gostoto hidrogela (ρ) je znatno manjši, kot vpliv 
tanina. To opazimo pri vzorcih NFC 20 in NFC 30, kjer razlika v gostoti zaradi NaOH 
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Slika 9: Gostota NFC hidrogelov v odvisnosti od koncentracije vodne raztopine    natrijevega hidroksida. 
Količina tanina je bila v vseh NFC vzorcih z enako bravo stolpca enaka. 
 
4.1.3 Vsebnost vode v hidrogelih 
 
Vsebnost suhe snovi (Wd) in gostota (ρ) obratno sorazmerno vplivata na vsebnost vode 
(U) in poroznost (P). Višja koncentracija tanina znižuje vsebnost vode v hidrogelu, kar je 
razvidno iz Slike 10. Hidrogel NFC 20, v katerem ni dodanega tanina, vsebuje 95,1 % 
vode. NFC 20 (10 %) vsebuje 90,2 % vode. To je 4,9 % manj vode v primerjavi s 
hidrogelom NFC 20. Vsebnost vode je nižja za skoraj polovico, saj se je tanin očitno izpral 




Slika 10: Vsebnost vode v NFC hidrogelih v odvisnosti od količine dodanega tanina.    Hidrogeli so bili 
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Iz primerjave posamičnih parov stolpcev na Sliki 11 je razvidno, da količina vode v  NFC 
hidrogelu pada s višanjem koncentracije NaOH raztopine. Raztopina 30 iz celulozne mreže 






Slika 11:  Vsebnost vode v NFC hidrogelih v odvisnosti od koncentracije vodne raztopine    natrijevega 
hidroksida. Količina tanina je bila v vseh NFC vzorcih z enako bravo stolpca enaka. 
 
 
4.1.4 Poroznost hidrogelov 
 
Glede na rezultate analiz sklepamo, da se tanin kemijsko ne veže med celulozne verige, 
ampak je med njimi ''ujet''. Menimo, da tanin delno zapolni prostore med celuloznimi 
fibrilami in s tem znižuje poroznost. Z višanjem deleža tanina v NFC hidrogelu, je zapolnitev 





Slika 12: Gostota  NFC hidrogelov v odvisnosti od količine dodanega tanina.   Hidrogeli so bili narejeni s 20 
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Hidrogeli, pripravljeni z raztopino 30, so tvorili manj porozno celulozno mrežo, kakor 
hidrogeli pripravljeni z raztopino 20. Iz Slike 13 je razvidno, da višja koncentracija raztopine 




Slika 13: Poroznost NFC hidrogelov v odvisnosti od koncentracije vodne raztopine    natrijevega hidroksida. 
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4.2 ANTIBAKTERIJSKE LASTNOSTI 
 
 
Antibakterijski učinek tanina v NFC hidrogelih na razvoj  bakterije S. aureus  , smo 
vrednotili vizualno. Kot kontrolo smo uporabili hidrogel brez dodanega tanina. Na 
hidrogelu, ki ne vsebuje tanina, so se v 24 urah bakterije razmnožile po celotni površini 




Slika 14: Antibakterijski vpliv  NFC hidrogela brez taninov (NFC 20) na razvoj bakterije Staphylococcus 
aureus 
 
Dokazali smo, da že 1% dodanega tanina k NFC hidrogelu uspešno zavira razvoja bakterije 
S. aureus, kot je lepo razvidno iz Slike 14. Opazimo, da so se bakterije razmnožile okoli 
hidrogela. Neposredno okoli hidrogela je lepo razvidna tudi cona inhibicije, kar priča o tem, 




Slika 15: Testiranje antibakterijskih lastnosti NFC hidrogela, ki je vseboval 1 % taninov (NFC 20 (1 %)) 
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Kljub temu, da je bilo v petrijevkah s hidrogeli NFC 20 (5 %), NFC 20 (7 %) in NFC 20 
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Slika 18: Antibakterijski vpliv hidrogela z dodanim taninom NFC 20 (10 %) na razvoj bakterije 
Staphylococcus aureu 
 
Ugotovili smo, da se s povečevanjem koncentracije tanina v hidrogelu slabša kompaktnost 
hidrogela. Nanofibrile težje tvorijo kristalno strukturo celuloze II, zaradi prisotnosti tanina 
oziroma polifenolnih spojin v njej. Predvidevamo, da pri višjih koncentracijah dodanega 
tanina, polifenolne spojine vodijo do steričnih interakcij, to pa moti urejanje celuloznih 
verig. Pri višjih koncentracijah se veliko tanina izpere iz hidrogelov, kar potrjuje temnorjavo 
oziroma skoraj črno obarvana cona okoli hidrogelov (Slika 16, 17 in 18). Z izpiranjem tanina 
se kompaktnost hidrogela še dodatno zmanjšuje. Ta izstopa iz celuloze II in pušča večje 
število praznih prostorov v matriksu hidrogela, ki se kažejo kot razpoke, brazde, na površini 
(Slika 11). Z vidika obstojnosti in antibakterijskih lastnosti NFC hidrogelov je zato 





Slika 19: Antibakterijsk vpliv hidrogela z dodanim taninom NFC 20 (5 %) na razvoj bakterije 
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Med izvajanjem antimikrobnega testa je na vzorcu hidrogela NFC 20 (3 %) s 3 % 





Slika 20: Petrijevka z okuženim hidrogelom NFC 20 (3%) 
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Za tvorbo hidrogela iz nanofibrilirane celuloze (NFC) je potrebno NFC suspenzijo obdelati 
z raztopino natrijevega hidroksida (NaOH). Za pretvorbo celuloze tipa I v celulozo tipa II, 
je potrebno uporabiti vsaj 12 % ali več natrijevega hidroksida raztopljenega v destilirani 
vodi. Ugotovili smo, da se s povečevanjem koncentracije NaOH raztopine izboljšuje 
obstojnost in stabilnost NFC hidrogela. Pripravili smo štiri hidrogele brez dodanega tanina, 
ki so bili pripravljeni z 10 %, 15 %, 20 % in 30 % vodno raztopino NaOH. 10 % vodna 
raztopina NaOH ni tvorila hidrogela. 15 % vodna raztopina NaOH je tvorila hidrogel, vendar 
se je ta pri rokovanju razpadel.  Najbolj stabilen hidrogel sta tvorili 20 % in 30 % raztopina 
natrijevega hidroksida.  
 
S povečevanjem količine tanina smo vplivali na antimikrobno odpornost hidrogelov. 
Ugotovili smo, da s povečevanjem vsebnosti tanina nad 3 % glede na skupno maso hidrogela, 
negativno vplivamo na obstojnost in stabilnost NFC hidrogelov. Pri koncentracijah nad 3 % 
se je veliko tanina izpralo iz NFC hidrogela. Taki hidrogeli so bili razpokani in krhki. Že 1% 
dodanega tanina glede na skupno maso hidrogela je uspešno inhibiral razvoja bakterije 
Staphylococcus aureus. Zato tanin ni smiselno dodajati v večjih količinah kot 3 % glede na 
skupno maso hidrogela, saj se antibakterijski učinek s tem bistveno ne izboljša ob tem pa 
negativno vplivamo na obstojnost ter stabilnost NFC hidrogela.  
 
Na podlagi rezultatov raziskovalnih aktivnosti, ki so bile narejene v okviru pričujoče 
diplomske naloge, lahko zaključimo, da dodatek tanina v hidrogelu iz nanofibrilirane 
celuloze izboljša antimikrobno odpornost hidrogelov. Ugotovili smo, da optimalna količina 
tanina v NFC hidrogelu znaša od 1% do 3% (w/w). Obdelava NFC suspenzije z 20 % ali 30 
% vodno raztopino natrijevega hidroksida rezultira stabilen produkt oziroma hidrogel z 
ustreznimi mehanskimi lastnostmi. Z rezultati eksperimentalnega dela smo potrdili vse 
delovne hipoteze, ki so navedene v poglavju 1.2.  
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Celuloza je material, ki se uporablja v veliko industrijskih procesih. Njena obdelava oziroma 
predelava je odvisna od končnih produktov, ki jih želimo ustvariti. Ena izmed frakcij 
celuloze je nanoceluloza, kjer je pri 50 odstotkih delcev vsaj ena dimenzija v območju 1 in 
100 nm. Nanofibrilirana celuloza (NFC) se pridobiva z različni mehanskimi postopki, kjer 
je kemična pred obdelava zaželena. S tem želimo odstraniti vse ostale snovi, ki so prisotne 
v lesu (hemiceluloze, lignin, ekstraktivi). 
 
Celulozni hidrogel je skupek celuloznih vlaken, ki tvorijo želatinasto strukturo. V diplomski 
nalogi, smo iz nanofibrilirane celuloze pripravili hidrogele z dodatkom tanina, katerim smo 
preučili njihove karakteristike. Hidrogele smo pripravili z natrijevim hidroksidom 
raztopljenim v destilirani vodi v razmerju 10/70, 15/65, 20/60, in 30/50 (w/w). Ugotovili 
smo, da razmerje 20/60 in 30/50 (w/w) tvorita najbolj obstojne hidrogele. Te raztopini smo 
uporabili za pripravo ostalih hidrogelov z dodatkom tanina. Izmerili smo jim vsebnost suhe 
snovi, gostoto, vsebnost vode in poroznost. Z dodatkom tanina smo želeli ugotoviti 
antimikrobno odpornost bakterije Staphylococcus aureus. 
 
Na lastnosti hidrogela smo s povečevanjem koncentracije NaOH raztopine vplivali različno. 
Gostota in vsebnost suhe snovi sta se povečevali, vsebnost vode in poroznost sta padali. Z 
dodatkom večjih količin tanina, smo prav tako vplivali na karakteristike. Tanin zvišuje 
gostoto ter vsebnost suhe snovi in znižuje vsebnost vode in poroznost. Ugotovili smo, da več 
kot 3% tanina glede na maso NFC suspenzije ni  potrebno dodajati, saj že 1% zadostuje za 
antimikrobno delovanje.  
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Diplomsko nalogo sem opravljal na Biotehniški fakulteti, na Katedri za kemijo lesa in drugih 
lignoceluloznih materialov na Oddelku za lesarstvo. 
 
Iskreno se zahvaljujem mentorici prof. dr. Idi Poljanšek, somentorju doc. dr. Viljemu Veku 
ter recenzentu prof. dr. Primožu Ovnu za nasvete in strokovno pomoč pri praktičnem in 
teoretičnem delu diplomskega dela. 
 
Zahvaljujem se tudi celotni Katedri za kemijo lesa in drugih lignoceluloznih materialov, za 
pomoč pri delu v laboratoriju. 
 
Za pomoč pri izvedi poskusa antibakterijskih lastnosti hidrogelov se iskreno zahvaljujem 
Tatjani Rupel iz Nacionalnega laboratorija za zdravje, okolje in hrano (NZLOH) v Ljubljani. 
 
Posebno zahvalo pa namenjam družini, ki me je podpirala pri izdelavi diplomske naloge.  
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Priloga B: Testiranje antibakterijskih lastnosti NFC hidrogela, ki je vseboval 1 % taninov
       (NFC 30 (1 %)) 
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Priloga C: Testiranje antibakterijskih lastnosti NFC hidrogela, ki je vseboval 3 % taninov 







Priloga D: Testiranje antibakterijskih lastnosti NFC hidrogela, ki je vseboval 5 % taninov 
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Priloga E: Testiranje antibakterijskih lastnosti NFC hidrogela, ki je vseboval 7 % taninov








Priloga F: Testiranje antibakterijskih lastnosti NFC hidrogela, ki je vseboval 10 % taninov 
(NFC 30 (10 %)) 
 
 
